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Bacterial Growth and Morphological Changes 
 under Stressful Environmental Conditions
Keiko Yokoyama and Aoi Matsuda
   In food processing environment, several treatments are given to the food to preserve its quality as 
well as shelf-life. If these treatments are not severe enough, the bacteria survive and are able to adapt to 
even harsher treatments. The purpose of this investigation was to examine the bacterial growth and mor-
phological changes with respect to non spore-forming bacteria under adverse conditions, namely mild heat 
treatment, salinity or acid treatment with sanbaisu (mixture of vinegar, sugar and soy sauce). From the 
results of observation with scanning electron microscopy, Escherichia coli MC4100 showed that the cells 
tended to convert from a bacillary to a coccobacillary shape under each condition of heat treatment at 50°C 
for  24  h, treatment with 10% NaC1 for 24 h or with sanbaisu for 10 min. The cells of Staphylococcus aureus 
NCTC 8325 grown in the presence of NaC1 were appeared to be somewhat larger than control cells. Fur-
thermore, the gaps between NaCl-grown cells were filled in something Iike secretion. The cells treated 
with sanbaisu tended to be individual cells. E. coli MC4100 and S.aureus NCTC8325 treated with sanbaisu 
for 1 h were lost capability of the colony formation on Luria-Bertani (LB) agar plate. However, sanbaisu-
treated cells cultured with recovery medium (LB broth) for 24 h were restored to colony formation again. 
These results raised the possibility that the both organisms became transiently viable but nonculturable 
(VBNC) state by acid stress (sanbaisu treatment).
(Received September 13,2006)
.緒 目
 微生物の増殖は,エ ネルギー源 となる栄養源の有
無 温度,pH,酸 素,水 分活性 および圧力な ど様 々
な環境因子 によって左右 され る。食品の微生物制御
は,こ れ らの環境 因子 を コン トロー ルす る ことに
よって行われ るが,食 品の品質低下 を考慮するか否
かで処理方法が異なる。食品の品質低下を考慮 しな
い場合は,過 酷 な条件 の滅菌処理が可能 であ る淋,
考慮する場合は温和な条件で処理をしなければなら
ない。後者 の場合は生残菌の問題が生 じ.る。生残菌
の中には処理中には死に至らなか ったが,細 胞の構
造や機能に障害を持つ損傷菌が含 まれ,処 理後の条
件次第で生存性を回復す る場合がある。
 微生物の中には生存に不利な環麗 に適応す る機構
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を持 ち,環 境が良好になると増殖 して食品の腐敗や
食中毒の原因となる微生物が存在する。例えばグラ
ム陽性細菌であるバチルス属や クuス トリジウム属
の細菌は,環 境条件が変化 して増殖が続けられ な く
なった時,耐 久性の芽胞を形成 して休眠状態に入 る
ことが知 られてい る1)。一方,芽 胞を形成 しない大
腸菌や黄色ブ ドウ球菌 などの細菌では,高 温,低 温,
低pH,高 浸透圧,飢 餓 などの環境ス トレスに対 して
様 々な応答 メ力ニズム(環 境ス トレス応答)を 有 し
ている。例えば低温下 に置かれた大腸菌では,菌 体
内に低温 ショヅクタンパク質が産生され,細 胞膜の
流動性を低下 させた り2),DNAやRNAの 二次構造
を安定化す る機構3)が 知 られている。 また大腸菌で
は低pH環 境下に置かれると,菌 体内で酸 ショック
タンパク質が産生 され,酸 に対 して抵抗を持つ よう
になる。 さらに酸 シ ョックタンパク質が産生 され る
と同時に浸透圧,熱 過酸化物に対す る耐 性を担 う
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ショックタンパク質が作られ 菌体を保護する機構
が報告されている 4，5)。
これまでの食品粧菌検査では持定の培地上で生育
する紹曹を問題としてきたが，従来の培養技衝では
十分な生育をしない， f可らかのストレスを受けた損
毎菌や生命力は保持しているが通常の培養では生育
できない状態 CVBNC:viablebut nonculturable state) 
めになった紐茜の存在が認められており，食品の品
質や安全性の評価でこれを留意すべきか検討されて
いるところである。
金品徴生物の研究分野は，敏生物利用・発酵食品
などの分野と，徴生物説得・食品保全などの分野の
大きく 2つに分けられる。後者は非生産的であるた
め，徴生物制御についての研究は前者に比べて少な
いのが現状である。しかし，徴生物にとって食品中
の先学成分や食品加工における諜々な処理詰ストレ
ス環境であち，食品中の徴生物の挙動を把握し，食
品の徴生物学的安全性や品震保持を考えることは衛
生管理が重要課されている昨今，大きな意義をもっ
といえる。
本研究では， B常生活で用いられる食品集存や寵
理操作における徴生物割御方法の中で，食品の品質
や食材の食惑を損なわない温和な加熱・塩分・抵pH
条件を設定し，鱈茜にこれらのストレスを負荷する
ことによって，各条件における細菌の生育状況の把
握と走査型電子顕徴鏡 (SEM)による細菌の形態変
化を検討し敏生物制御に関する基礎的知晃を得る
ことを目的とした。
1.試料および方法
1 供試菌株
平成 16年 9月に名吉屋大学より入手した大腸菌
Escherichia coli MC4100株および黄色ブドウ球菌
Stathylococcus aureus NCTC 8325株を用いた。これ
らの菌株は入手後ただちに， Luria-Bertani (LB)液体
培地で培養後， -60oCで冷凍保存した。本研究では，
保存した供試菌株をLB寒天培地に塗事L，350Cの
培養条件で一晩培養後寒天培地上に生育したコロ
ニーを採敢L，LB液体培地にて 350Cで一説援とう
培養したものを官官培養菌として各実験に費用した。
2.実験条件
1 )熱処理
10mlのLB薮体培地を3本用意し，前培養液をそ
れぞれ 100μ1(106 ~ l07cfu)ずつ添起した後， 420C 
および50oC，コントロールとして 370Cにて援とう
培養した。供試菌の各培養塩度に寵する増殖曲線は，
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LB寒天培地を用いた平板塗抹法により生菌数を計
数し作成した。菌液を添加した時間を 0時間とし，
培養 8時間までは 1時間毎，以後は 24時間後に菖
液を採取し，生菌数を計数することにより増殖曲線
を作成した。
2) NaCI処理
5%および10%NaCl濃震に謂製したLB譲鉢培地
とコントロールとして通常の LB液体培地 (0.5%
NaCl)に前堵養液をそれぞれ 100μ1(106 ~ 107cfu) 
ずつ添加した後， 370Cで譲とう培養した。各 NaCl
濃度に関する供試曹の増殖由線は LB寒天壇地を
用いた平板塗抹法によワ生菌数を計数し作成した。
菌濠を添加した時障を0時間とし，培養8持関まで
は 1時間毎および 24持間後に菌液を採取した。培
養液からの NaCIの影響を除去するため，採敢した
培養夜を 12，000rpm，3分間遠心分離 CModell-13，
久保田高事(株)製)後に生理食塩水にて菌を洗浄
し，平板塗抹を行ったc 翌日生菌数を計数し，増殖
曲穣を作成した。
3)三杯酢による戴匙理
三杯酢は穀物酢，砂糖および醤油の割合が2:1:
1となるように調製した。三杯酢の pHを pHメー
ター (PB-ll型， Sartorius社製)を用いて器j定した。
三杯酢を 0.22μmメンプレンフィルター(ミリポア
社製)を用いて濯退誠菌後，調製した三杯酢に龍培
養譲100μ1(106 ~ 107cfu)を添加し， 370Cで振とう
培養した。菌液を添加した時間を0時間として， 30 
分， 1時開および24時間後に菌液を採取した。菌液
はそれぞれ500μlずつ採取し三杯酢の影響を除去
するため生理食堪水を用いて菌を洗浄後，菌譲 100
討をLB寒天培地に塗抹し，翌Eコロニー形成の者無
を謹認した。さらに菌液 100μlをLB液体培地〈匝
護培地)に接種し，振とう培養を行い，菌の生育の
有無を観察した。コントロール辻三杯酢の代わりに
LB液体培地にて同議の操洋を行った。
4)走査聖電子顕微鏡 (SEM)による紹菌形態の観察
熱処理， NaCl処理および三杯酢処理後の菌鉢を，
日本電子顕教鏡学会が推奨する方法ηにより組蓄の
酉定，脱水を仔った。試料表面に導電性をもたせる
ため，イオンスパッタ(豆-101型， B立製作所製〉
で金蒸着を行った後，走査型電子顕徴鏡 (S-530型，
日立製作所製〉により加速電圧 15kVにて細蓄の形
態を観察した。
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11.結果と考察
1.熱処理
本研究では，掘菌は死波しないが高体にストレス
を与える温度として 熱ショッグタンパグ質の新究
でよく用いられる 420Cおよび500Cの温度条件を用
い， 370Cでの培養をコントロールとした。 2種類の
供試茜における増殖曲線を図 1-位)および l-(b)に示
した。菌 l-(a)より大揚菌MC4100株では， 420Cで
はコントロールとほぼ河援の増殖曲隷が得られた
が， 500C においては，培養 8時間後までは菌数が
103cfu/mlまで減少し その後はほぼ一定の菌数を
保った。図 1-(b)より黄色ブドウ球菌 NCTC8325株
では， 420Cではコントロールとほぼ再じ増殖曲線が
得られたが， 500C では培養 6時間後までは菌数が
103 ~ 104cfu/mlまで減少したが， 24時間後にはほぼ
0時間と同様の菌数にまで増加した。
SEMによる観察結果を写真1-aおよび1-bに示し
た。大揚菌および黄色ブドウ球菌ともに 500C加熱
では，菌数が減少した培養5時間後む菌薮を試料と
した。また 420C加熱， コントロール (370C) にお
いても詞撲の条件で観察を行った。 420C加熱では，
大腸菌および黄色ブドウ球菌ともコントロール(写
真 4-a，4-b) とほぼ同じ形態であったため結果を省
略した。写真 1-aより 500C加熱処理した大腸菌
MC4100株ではコントロールと比較すると，やや丸
みを帯びた形態となち，球形?こ近い菌体も観察でき
(a) 
1.E+12 
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童極剥話 1 E+時046 
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1.E+00 
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た。また縮施に窪みが生じている菌体が観察できた。
写真 1-bより 500C加熱処理した黄色ブドウ球菌
NCTC8325株ではコントローノレと比較すると，個々
の富体の大きさが不揃いであった。
本研究で設定した420Cおよび500Cの壇養温度は，
一般的に大腸菌や黄色ブドウ球菌では非致死的な重
度であるが，増殖至適温度ではない。細菌が非致死
的な熱ストレスを受けた場合，細菌縮抱は温度の上
昇を感知することによって，一群の熱ショックタン
パク質を誘導合成し，高温で損毎した細麹機能を正
嘗化することが知られている納。また細菌が高い温
度環境下に置かれると細胞膜の組成を変え，飽和脂
肪酸や長鎮脂肪離の比率を高めることが知られてい
る10)。本研究において 500Cでの培養では，一時的
に生菌数が患下するが，死援に至らなかった縮瞳が
環壌に適応し再び増殖を行っていることが考えられ
る。熱処理後の大湯菌や黄色ブドウ球菖の形態変化
を観察した報告は誌とんどないが，耳訂leyら11)は，
グラム桧註細菌であるLegionellapneumoPhilaを熱処
理すると，細胞の形がねじれ，細胞質の縮小により
揺臆壁が厚くなり，さらに紹麹の小型化および形態
の多重性が観察できたと報告している。本研究にお
ける大揚菌の結胞の小型化，隷静化は細麹質の縮小
や細胞喪の組成の変化によるものと考えられる。黄
色ブドウ悲喜においても形態の不均一化は細胞膜の
組成変化が関与しているのではないかと考えられ
る。
(b) 
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函 1 熱処理での増殖曲嬢
(a)大腸菌MC4100株 (b)黄色ブドウ球菌NCTC8325株
一量一コントロール _ー420C 一念-500C 
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2. NaCI処理
高濃度の塩を食品十こ話加すると，食品の水分活性
が抵下し徴生物の増殖を制御して食品の腐敗・変敗
を防止または遅延させる。食塩を思いた保存法であ
る塩蔵法は，食品の常温保存法として伝統的に利用
されてきた。しかL微生物の中には，高濃度の食塩
中でも増殖できる好塩菌・耐塩菌が存在する。本研
究で供試菌とした黄色ブドウ球菌も樹堪蓄の一つで
ある。大揚蓄は食塩濃度が約 5~ 10%で増殖が停止
するのに対し，黄色ブドウ球菌は 10%以上の食塩の
環境下でも生育する。本薪究では，漬物や佃煮の塩
分?こ担当する5%NaClおよび塩辛の塩分に相当する
10% NaCl濃度での細菌の増殖と形態変化を検討し
た。
大揚菌羽C4100株および黄色ブドウ球童
詩CTC8325株の増殖曲線を圏2・(a)および2・(b)に示
した。大腸菌MC4100株では5%NaClでは，培養5
時間後まで辻生菌数が減少慎向であったが，その後
増加した。 10%NaClでは， 5持罰後までは5%NaCl 
と同様に生菌数が減少したが， 10%ではさらに減少
を続け，生菌数が 104cfu/mlまで減少し，その後は一
定になるという傾向であった。黄色ブドウ球爵
NCTC8325株では，コントロールとほぼ同様の増殖
額舟で怠った。
SEMでの観察結果を写真2-aおよび2-bに示した。
大揚菌では 5%NaCl において，最も生蔭数が減少し
た堵養5時間後の菌液を試料としたため， 10%NaCl 
(a) 
1.E+12 
l.E+l0 
、E‘←¥ コ。1.E+08
1.E+06 
事担制訴 1.E+04 
1.E+02 
1.E+OO 
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培養時間 (h)
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においても同様の条件で観察を行った。また黄色ブ
ドウ環菌では 10%NaCl条件下でも増殖質向にあっ
たため，大揚菌と同様，壇養5時間後の甚液を試料
とした。 5%および 10%NaCl濃度下で培養した大腸
茜MC4100株ではコントロールと詰ぼ同様の形態で
あったため結果を省略した。黄色ブドウ球菌NCTC
8325抹では，コントロールと比較すると， 5% NaCl 
で辻菌体が連鎖している罰隙に分泌物様のものが観
察できた(写真 2-(a)矢印)010% NaClでは菖体の
形が球形ではなくなり 大きさもコントロールと比
較すると大きくなる額向であった。また単独イとした
菌体が観察できた。
謝塩菌である黄色ブドウ球曹は 10対 NaClでもコ
ントロールとほぼ同様の増殖が見られたが，大腸菖
では増殖が狙害された。塩分濃度が高いほど食品の
水分活性は低下し徴生物の生育が妨げられて保存
性の向上につながる。細蓋纏脂では細胞から水が
漏洩し，細抱i訳績によって細胞賓の溶質濃震が上昇
する。本研究において，特に大揚菌では増彊阻害か
ら説水による形態変化が予想されたが， 10%NaClで
も顕著な形態変化が観察できなかった。大揚菌では
高浸透圧下におかれると， トレハロースを重体内に
蓄積する浸透圧保護磯構が働くことが知られており
12)，このような機構が作用した可能性が示唆される。
Vijaranakulら13)は，黄色ブドウ球菌が2.5MNaClに
よるストレス環境下に霊かれると，絹躍の大きさが
大きくなり，透過型電子顕徴鏡観察ではペプチドグ
(b) 
l.E+12 
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密 2 塩分存在下での増殖曲銭
(a)大揚萄MC4100株， (b)黄色ブドウ球菌NCTC8325株
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リカン震が薄くなったと報告している。本研究にお
いても 10%NaClでは掘胞がコントロールと比較し
て大きくなっていた。また Vijaranakulら13)は走査
型電子顕徴鐘による聾察も行っているが，本研究で
得られたような分泌物様の物質で細胞関擦が満たさ
れている顕徴鏡畿は観察されておらず，また結語の
単独化の顕徴鏡橡も報告されていない。分泌物様の
物資の成分や縮抱の単独化のメカニズムを解明し，
環壌適正、との震保を検討することは今後の課題であ
る。
3.欝処理
乳酸，酢駿およびクエン鼓などの有機鼓は拡茜作
用があることが知られており，発酵食品や加工食品
のみならず調理の擦にも保存性を高めるために利男
されている。本研究では一般に調理で復用する三杯
酢(穀物酔:砂檀:醤治=2 : 1 : 1)を培地とした。
三杯酢のpHを溺定したところp豆3.34土0.07であっ
た。
LB寒天培地上での生育について辻，それぞれの
供試菌において三杯酢に添加直後と 30分後ではコ
ロニーが形成されたが， 1時間および24時間後では
コロニーの形成が認められなかった。 24時開後，菌
薮を三杯詐から毘復署地 (LB疲体堵地)に移し，援
とう培養した甚液を平板塗抹すると，翌ヨ寒天培地
上で再びコロニーを形成した。また2つの供試茜の
回復培地での一晩培養後の菌数は 107~ 108cfu/ml tこ
達した。
SEMでの観察は，寒天草地上でのコロニー形成能
を有する語養 30分後と コロニー形成能を失った
状態になっていると考えられる壇養 24詩間後の菌
読を試料とした。 SEMでの鏡察結果を写真3-aおよ
び3-bに示した。写真は三杯酢に譲謹して 30分後の
頭徴鏡像であり， 24時間後の菌体辻 30分後と抵ぽ
毘様であったため結果を省略した。写真 3-aより，
大腸茜MC4100株の菌体は，コントロール(写真4-
Cと比較すると掘抱が小型化し，中には球形状の菌
体が確認できた。黄色ブドウ球菌 NCTC8325抹で
は，コントロール(写真 4-b)ではブドウの房状の
配列が観察で、きたが 三杯酢に接種した場合はこ連
鎖状や単独で、存在する菌体が観察できたく写真3-b)。
静態については大きな変化試認められなかった。
以上の結果から，寒天培地上でのコロニー形成能
の泊失以前から形慧変化は起こっていることが明ら
かとなった。
現在の食品衛生管理で、行われている生菌数の測定
法では，コロニー形成能の語失が起こった時点で，
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その菌体法死重体と判定している。しかし近年，生
きているが通常の培養では堵養できない， VBNC 
(viable but nonculturめle)の状態になった鱈菌の存
在が認められている 14)0 VBNCは一部の研究者の間
で「非芽抱形成掘菌のストレス環壕下における遺缶
的にプログラムされた生存戦略の一つで、ある」と提
唱されている 15)0 VBNCの状悪では，通常窟数計測
に用いる寒天培地上ではコロニーが形成されず，ま
た細菌細庖が小型化，球形となることが特設である。
本研究では， 2種類の供試菌は三杯酢に24時間作用
させた後，寒天培地上ではコロニーを形成しなかっ
たが，田愛培地で培養後はコロニー形成語が巨復し
た。また SEMによる観察結果より，特に大腸曹に
おいては形態学的に球形の菌体が認められたことか
ら，三杯酢中では細菌は死誠するのではなく，一詩
的に寒天署地上でのコロニー形成能を失った VBNC
の状態になったと示唆される。酢漬けなど酵を使舟
した食品の保存法を利用することが多いが，保存条
件が{可らかの影響で変化し，細菌にとって長好な環
境になれば緬蓄が再び増殖する可能性が考えられ
る。今後，食品の衛生管理は単に寒天培地上でのコ
ロニ一計数にとどまらず， i生きている」敏生物すべ
てを検出・定量できるようなシステムを考えていく
必要性がある。
IV.要約
食品の製造過程では，食品の品質{It下訪止および
品質保持のために食品への様々な処理が行なわれ
る。これらの処理が不十分な場合，食品中の細菌は
生残し，生残した菌体は， より厳しい処理条件に対
しても適応できるようになる。本研究では却熱，塩
分および三杯酢について，五匝菌の生存に不利で為る
が生残する程度のストレスを非芽胞形成細蓄に負荷
し，その生育状況や形態変化を検討した。走査型電
子顕微鏡による観察結果から，大腸菌MC4100株で
辻， 500Cおよび三杯酢処理にょっ絹菌掘患が樗状か
ら球状化する額向が認められた。黄色ブドウ球菌
NCTC8325株では， 10%NaCl存在下で立コントロー
ルと比較してやや細抱が大きくなり，また 5%NaCl
存在下では細胞間掠が分謡物のようなもので満たさ
れている顕徴鏡像が得られた。三杯酢で処理をする
と，紹抱が単独化する額向が認められた。 2種類の
供試菌は，三杯酢中では1時間後にLB寒天培地上
でのコロニー形成能を失うが 酉復培地で壇養する
と再び寒天培地上でコロニーを芳成した。三杯酢処
理下では「生きているが通常の培地では壇養できな
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いj状態，すなわちVBNCの状建で存在しているこ
とが示唆された。
1-a大腸富MC4100株:500C処理， 5時間堵養。ス
ケールは 10μmo
2-a黄色ブドウ球菌NCTC8325株:5% NaCl処理，
5時間墳養。スケーノレは2μmo
3-a大揚茜 MC4100株:三杯酢処理 30分後*。ス
ケールは5μm。
食物学会誌・第61号
1-b黄色ブドウ球菌NCTC8325株:500C処理， 5時
間培養。スケールは2μm。
2-b黄色ブドウ主主富NCTC8325株:10% NaCl処理，
5時間培養。スケールは2μ担。
3-b黄色ブドウ球甚 NCTC8325株:三杯酢処理 30
分後*。スケールは5μmo
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4-a大腸菌MC4100諜:コントロール (370C)5持 4-b黄色ブドウ球富 NCTC8325株:コントロール
間若養。スケールは5μ由。 (370C)，5時間培養。スケールは2μ泊。
*三杯酢処理実験におけるコントロールの電子頭数鏡写真は 4-aおよび4-bと詞様の形態で為ったため省略し
た。
語j 辞
本研究辻，平成 16年度京都女子大学研究経費弱
成により行われたものである。
(平成18.9.13.受付)
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